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Eugenol Induces a Reactive Oxygen Species-mediated 

Apoptosis in HL-60 Human Promyelocytic Leukemia Cells
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Background: Eugenol is a major component of the essential oil isolated from Eugenia caryophyllata 

(Myrtaceae), and has been widely used as a traditional medicine. In this study, the effects of eugenol 

on the cytotoxicity, induction of apoptosis and putative pathways of its actions were investigated in human 

promyelocytic leukemia cells (HL-60). 

Methods: After applying eugenol to cultured HL-60, the changes in the mitochondrial membrane potential 

of the cells were monitored after double staining with propidium iodide and rhodamine 123, with 2', 

7'-dicholorofluorescin diacetate was used to measure of levels of reactive oxygen species (ROS) 

Results: Eugenol was shown to be a potent inducer of apoptosis; transducing the apoptotic signal via 

ROS generation; thereby, inducing mitochondrial permeability transition (MPT) and cytochrome c release 

to the cytosol. The production of ROS, mitochondrial alteration and subsequent apoptotic cell death in 

eugenol-treated cells were blocked by the antioxidant, N-acetylcystein (NAC). 

Conclusion: Taken together, the present study has demonstrated that eugenol induces ROS-mediated 

mitochondrial permeability transition and resultant cytochrome c release. (Korean J Hematol 2005;40: 

65-74.)
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서      론

  Eugenol은 소화불량, 급만성 위염, 설사를 치료하기 

위하여 민간요법으로 쓰여지고 있는 정향나무(cloves), 

월계수(bay leaves), 계피(cinnamon) 등의 싹에서 분리

한 물질로 치과용 국소 마취제 혹은 진통제로 쓰여지

고 있다.
1) 

또한 이 정유는 항진균, 항경련, 종양의 발생 

억제, 돌연변이 유발 억제 효과를 가지고 있다는 보고

가 있다.
1-3)

 Eugenol은 광화학 반응에 관여하고, 항산화 

작용, 살충제 역할, 광세포 독성이 있는 것으로 보고되

고 있다.
4-6) 

일반적으로 eugenol은 낮은 농도에서는 항

산화제, 항염제로의 작용이 있고, 반면에 높은 농도에

서는 조직손상 자유라디칼의 생성을 증가시키는 최산

화제(prooxidant)로 작용한다고 알려져 있다.
7,8) 

Eu-

genol은 효소 또는 비효소적 방법으로 단일 전자 경로

(one-electron pathway)를 통하여 phenoxyl radical로 산

화되고 이어서 세포독성을 포함한 eugenol quinoneme-

thide로 전환된다.
9-11) 

그러나 eugenol의 세포독성과 연

관 있는 상세한 기전은 아직 잘 이해되고 있지 않다.

  계획 세포사로 알려진 세포자멸사는 세포수축, 염색

질 응축, 형질막 수포, DNA 분절, 최종적으로는 더 작

은 조각으로 분해되는 형태학적 특징을 보인다.
12)
 이

러한 세포자멸사에는 미토콘드리아 투과성 전이(mit- 

ochondrial permeability transition, MPT)의 대표적인 예

인 미토콘드리아 막전압의 저하, 그로 인한 미토콘드

리아의 시토크롬 c 방출을 유발, 결과적으로 caspase 연

속단계를 활성화 시켜 DNA를 절단하므로 세포자멸사

를 유도한다.
13)

  VP-16, cisplatin, adriamycin, paclitaxel 등 항암 화학 

요법에 쓰이는 다양한 화합물이 세포자멸사를 유도한

다.
14-16)

 이 중 세포자멸사 유도 효과가 강력하면서 최

소한의 독성을 가진 화학물이 항암 약물로서 효용가치

를 가질 것이다. 그러한 약제를 알아내기 위한 시도의 

하나로 본 실험에서는 암세포에 대한 eugenol의 효과

와 HL-60 세포주에서 세포자멸사 유도효과를 연구하

였다.

대상 및 방법

    1. 시료

  HL-60 (human promyelocytic leukemia), U-937 (hu-

man histocytic lymphoma), HepG2 (human hepatoma), 

3LL Lewis (mouse lung carcinoma), SNU-C5 (human 

colon cancer) 세포주들은 한국 세포주 은행에서 분양 

받아 사용하였다. Eugenol과 Methyleugenol은 Tokyo 

Chemical Industry Co. (Tokyo, Japan)로부터 구입하였

다. RPMI 1640 배지, fetal bovine serum (FBS), 페니실

린과 스트렙토마이신은 Life Technologies Inc. (Gland 

Island, NY, USA)로부터 구입하였고, 3-(4,5-dimethy-

lthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromide (MTT), 

RNase, leupeptin, aprotinin, phenylmethyl-sulfonyl fluo-

ride (PMSF), 4,6-diamidino-2-phenylindole-dihyd roch-

loride (DAPI), reduced glutathione (GSH), 2-vinyl pyri-

dine, N-acetylL-cysteine (NAC), 5,5-dithiobis-2-nitro-

benzoic acid (DTNB)와 oxidized glutathione (GSSG)은 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)의 것을 사용

하였다. β-actin, bcl-2, bax, 시토크롬 c (cytoch rome 

c), caspase-3와 caspase-9의 항체는 Santa Cruz Biote-

chnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA)의 것을 사용하였

고, 로다민 123 (Rhodamin 123)은 Molecular Probes 

Inc. (Eugen, Oregon, USA)에서 구입하였다.

    2. 세포배양

  10% FBS, 100units/mL 페니실린, 100μg/mL 스트렙

토마이신을 함유한 RPMI 1640배지에 현탁시킨 뒤 5% 

CO2를 함유하며 37oC를 유지하는 배양기에서 배양하

였다.

    3. MTT 분석

  세포독성은 MTT 분석을 통하여 측정되었다. MTT 

분석은 Plumb 등이 1989년에 방법에 의하여 행하여 졌

다.17) 이를 간략하게 설명하자면 10% FBS를 더한 100

μL의 RPMI 1640배지에 함유된 각각의 세포(5×104)

를 96-well plate에 이식하고, 24시간 배양 후 배지에 희

석시킨 eugenol을 다양한 농도로 처리하여 37oC, 5% 

CO2 배양기에서 배양하였다. 이틀 후에 50μL의 MTT 

용액(5mg/mL stock solution, Sigma)을 첨가하였고 4시

간 더 배양하였다. 상등액을 제거하고 DMSO 100μL에 

녹인 뒤 540nm에서 흡광도를 측정하였다.

    4. 분절 DNA의 정량

  Eugenol로 처리한 HL-60 세포주의 DNA는 이미 발

표된 방법에 따라 1.5% 아가로스젤에서 전기영동을 시

행하였다.
18) 

이 젤을 ethidium bromide (0.5μg/mL)로 

염색하여 UV 하에서 분절 DNA를 확인하였다. DNA 

분절은 이미 보고된 방법에 의하여 정량하였다.
19)
 세

포들을 Apo Buffer 2mL (5mM Tris-HCl (pH 7.4), 1 
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mM EDTA, 0.5% Triton X-100)으로 잘 현탁하여 얼음

에 20분간 방치하였다. 용해질과 상등액은 27,000×g, 

20분간 원심분리 후 상등액은 따로 분리하고 침전물에

는 2mL의 Apo buffer를 넣어 40초간 초음파로 처리 

(sonification)하였다. 각 분획의 DNA층에서 각각의 용

액 1mL에 10μg/mL DAPI 10μL를 넣고, Ex.360, 

Em450에서 형광을 측정하였다. 분절 DNA의 정량은 

용해질의 DNA 양과 상등액의 DNA 양의 비율로서 계

산하였다.

    5. 세포질과 미토콘드리아의 분획추출과 웨스턴 블  

롯팅

  Eugenol과 함께 배양한 HL-60 세포(2.5×107)를 4oC

에서 200×g, 10분간 원심분리하여 모았다. 이 세포를 

ice-cold PBS (phosphate-buffered saline), pH 7.2로 두 

번 세척한 후 다시 5분간 200×g에서 원심분리하였다. 

세포들의 침전물은 ice-cold cell extraction buffer (20 

mM HEPES-KOH, pH 7.5, 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 

1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM dithiothreitol, 100μM 

PMSF, protease inhibitor cock tail)으로 얼음에서 30분

간 다시 현탁시켰다. 세포를 glass dounce와 B-type 

pestle (80 strokes)를 이용하여 균질화하였고, 균질화 

된 세포들은 4oC에서 15,000×g, 15분간 원심분리하여 

상등액(세포질 부분)은 침전물을 피하도록 조심하면

서 제거하였다. 결과적으로 남은 침전물(미토콘드리아 

부분)을 다시 extraction buffer로 현탁하였다. 약 40μg

의 세포질 단백질을 15% SDS-polyacry lamide gel로 분

리하였고, nitroce llulose로 이전하였다. 이 얼룩들을 

monoclonal β-actin, bcl-2, bax, anti-cytochrome c, 

polyclonal anti-caspase-3와 anti-caspase-9 항체들과 함

께 반응시킨 후 암실에서 enhanced chemiluminescence 

(ECL) 방법(Amer sham Pharmacia Biotech, UK)으로 

확인하고 촬영하였다.

    6. 미토콘드리아 막전압의 측정

  미토콘드리아 막전압의 변화는 세포를 propidium 

iodide (PI)와 로다민 123으로 이중염색하여 세포를 유

세포 측정기로 분석하였다. 즉 HL-60 세포들을 eu-

genol (40μM)에 두시간 동안 노출시킨 후 5 g/mL 로

다민 123이 함유된 배지에 1시간 동안 배양하였다. 세

포들은 5g PI가 함유된 1mL의 배지에 다시 현탁하였

다. PI와 로다민 123부터의 형광의 세기는 유세포 측정

기로 측정하였다. 형광은 37oC에서 30분간 염색한 후 

측정하였다.

    7. 반응 산소 물질의 측정

  Eugenol에 의한 반응 산소 물질을 측정하기 위하여 

2,7-Dichlorofluorescine diacetate (DCFH-DA)를 사용

하였다. DCFH-DA는 H2O2에 의해 형광을 나타내는 

2,7-Dichlorofluorescin (DCF)로 산화된다. 세포를 0.2 

% FBS가 들어간 RPMI 1640배지에서 eugenol을 처리

하고 원하는 시간만큼 배양한 이후 20μM DCFH-DA를 

첨가하여 37oC에서 30분간 배양하였다. 세포는 DCFH- 

DA를 흡수하고, DCFH-DA는 deacetylation되어 non- 

fluorescent DCFH의 형성과정을 통해 결국 산화되어 

DCF가 된다. 형광을 나타내는 세포들은 유세포 측정

기로 측정하였다.

    8. 세포 내 GSH의 정량

  GSH는 이미 발표된 방법을 이용하여 효소 방법으로 

측정하였다.20) 세포를 PBS로 두 번 세척하고 세포 내 

GSH를 추출하기 위해 5% trichloroacetic acid (TCA)로 

처리하였다. 혼합물은 13,000×g에서 1분간 원심 분리

하여 변성 단백을 제거하였다. 100μL의 TCA 추출물

을 0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.5), 5mM ED 

TA, 0.6mM DTNB, 0.2mM NADPH, 1unit/mL gluta-

thione reductase가 함유된 반응 화합물 1mL에서 반응

시키고 나서 412nm에서 2분간 흡광도를 측정하였다. 

GSSG (Oxidized glutathion)을 측정하기 위하여 2-vinyl-

pyridine를 사용하여 상기와 같은 방법으로 환원된 

GSH를 제거하였다. 2μL의 2-vinylpyridine와 6μL의 

triethanolamine를 동시에 100μL의 TCA 추출물과 혼

합하고 반복 분석을 시작 전에 1시간 동안 상온, 암실

에서 배양하였다. 반응 속도는 10분간 monitor 하였다. 

412nm에서 흡광도의 증가량을 알려진 GSH 양의 표준

곡선을 이용하여 GSH 농도로 전환하여 계산하였다.

    9. 세포 내 protein thiols의 측정

  세포를 PBS로 두 번 세척하고 5% TCA로 처리하였

다. 시료를 소용돌이 혼합기를 이용하여 혼합하여 단

백질을 침전시켰다. 30분간 얼음에 보관하여 원심분리 

후에 단백질 침전물을 같은 TCA로 세척하고 난 다음 

5mM EDTA와 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS)가 포

함된 0.1M Tris-HCl buffer (pH 7.5)로 다시 녹였다. 단

백질 침전물의 일정부분(100μL)은 0.1M sodium pho-

sphate buffer (pH 7.5), 5μM EDTA, 0.6mM DTNB, 

0.2mM NADPH, 1unit/ml glutathione reductase가 함유

된 용액과 반응시키고, 다른 일정부분(100μL)은 반응



68  Korean J Hematol Vol. 40, No. 2, June, 2005

F ig . 1 . E ffects o f eugenol on the induction of apoptosis and
D N A fragm entation in  H L-60 cells. (A ) H L-60 cells w ere  
treated  w ith increasing concentrations o f eugeno l for the 
ind icated  tim es. The extent (% ) of fragm entation w as deter-
m ined using DAPI as described in  M ateria ls and M ethods. 
D ata presented  are the m eans± SD of results from  three 
independent experim ents. ◆, 20μM  eugenol; ■, 40μM  
eugenol; ▲, 60μM  eugeno l; ●, 40μM  eugenol in  the pretr-
eatm ent of 5m M  NAC. (B) HL-60 cells were treated with 40μ
M  eugenol for the ind icated  tim e period  in  the presence or 
absence of 5m M  NAC and DNA fragm entation was analyzed
by agarose gel e lectrophoresis.

Tab le  1 . Cytotoxic activity o f eugenol and m ethyleu genol on
cancer cell g row th
󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚󰠚

IC 50* (μM )
  C ell line 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏

Eugeno l  M ethyleugeno l  C isp latin
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
 U -937  39.4    89.3  22.0
 H L-60  23.7    76.5  17.7
 H epG 2 118.6   275.9  54.6
 3LL Lew is  89.4 ＞300  36.5
 SN U-C 5 129.4 ＞300  27.4
󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
*IC50 is defined as the concentration which results in a 50%
decrease in cell num ber as com pared with that of the control
in the absence of an inhibitor. The values represent the m ean
of three independent experim ents.

시키기 전에 5mM의 NEM (N-ethylmaleimide)로 처리

하여 대조군으로 사용하였다.

결      과

    1. 암세포에 대한 eugenol의 성장 억제 효과

  HL-60 (human promyelocytic leukemia), U-937 (hu-

man histocytic lymphoma), HepG2 (human hepatoma), 

3LL Lewis (mouse lung carcinoma), SNU-C5 (human 

colon cancer) 세포주들에 대한 eugenol과 methyleu-

genol의 세포독성을 MTT 분석을 통해 측정하였다. 

Eugenol의 생물학적인 효과에서 p-OH 기능을 알기 위

하여 methyeugenol을 이용하여 실험하였다. Eugenol 

은 암세포에 따라 23.7μM에서 129.4μM까지의 IC50 

값을 보여 주었다(Table 1). 반면에 methyleugenol의 세

포독성은 이보다 약한 값을 보여주었다. Eugenol은 

HL-60세포에서 가장 높은 세포독성을 나타내었다.

    2. Eugenol에 의한 세포자멸사 유도

  DNA 분절들이 유도되는 것을 다양한 시간과 euge-

nol의 농도로 세포를 배양한 후 확인하였다(Fig. 1A). 

DAPI를 이용하여 유세포 분석 방법에 의하여 정량화

된 DNA 단편의 양은 시간 및 농도에 비례하여 증가하

였다. 4시간 동안 40μM eugenol로 세포들을 처리 했을 

때 DNA 분절들은 “ladder” 현상으로 불리는 사다리 모

양의 작은 조각들로 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 그러나 

DNA 분절은 항산화제 N-acetylcystein (NAC)의 전 처

치에 의해 완전히 차단된다. 이러한 결과는 eugenol이 

반응 산소 물질을 생산함으로써 세포자멸사를 유도한

다는 것을 의미한다. 

    3. Eugenol에 의한 시토크롬 c의 방출 및 caspase 

family의 활성 유도

  HL-60 세포에서 40μM eugenol로 2시간 처리 시 시

토크롬 c가 세포질 내로 방출되고, 세포질에서 미토콘

드리아로 bax 전위가 일어남을 확인하였다. 나아가 40

μM eugenol 처리 시 시간에 따라서 procaspase-3와 
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F ig . 2 . (A ) Eugenol caused the c leavage 
o f procaspase-9 and -3 , the re leasing of 
cytochrom e c from  m itochondria, accum u-
lation of cytochrom e c  in  cytosol, trans- 
location of bax to  m itochondria  and inh i-
b ition of Bc l-2 in  m itochondria . H L-60 
cells w ere  treated  w ith  eugeno l (40μM ) 
for ind icated tim e points. A fte r treatm ent, 
the cytosolic and m itochondria l fractions 
w ere separated  by SD S-PAG E, trans-
ferred onto cellulose membranes, and then
b lotted  w ith  specific  antibodies fo r cy-
tochrom e c , bax, bcl-2, cas pase-9 and 
caspase-3 and speci fic  antibodies. The 
am ount o f β-actin  w as m easured as an 
internal contro l. (B ) Eugenol caused the 
accum ulation of cytochrom e c  and trans-
location of bax to  m itochondria . H L-60 
cells w ere  cultured  in the presence or 
absence of 5m M  NAC for 1h and then 40
μM  eugeno l w as added and incubated 
for 8h.

procaspase-9가 분활됨을 확인하였다(Fig. 2A). 또한 

eugenol에 의한 세포사 유도가 반응 산소 물질의 생성

과 관련 있는지 확인하기 위하여 항산화제인 N-acetyl-

cystein (NAC)을 전 처리한 결과 세포질 내로 시토크

롬 c 방출과 미토콘드리아로 bax 전위가 감소됨을 보

였다. 이와 같은 결과들은 eugenol 유도 세포자멸사에서 

미토콘드리아 의존적인 bax-시토크롬 c-procaspase-9 경

로가 반응 산소 물질에 의해 유도됨을 시사한다.

    4. Eugenol 처리 후 미토콘드리아 막전압의 변화 

  Eugenol로 처리한 미토콘드리아 막전압의 변화를 

로다민 123과 PI로 이중염색 후에 유세포 측정기로 측

정하였다(Fig. 3). 양이온 색소 로다민 123은 미토콘드

리아에 의해서 선택적으로 미토콘드리아 막전압에 비

례하여 염색된다. HL-60 세포의 유세포 측정기는 로다

민 123 염색에서 높은 형광을 보였고 PI 염색에서 낮은 

형광을 보였다(Fig. 3A). 반면에 eugenol로 처리한 

HL-60 세포는 로다민 123 염색에서 낮은 형광을 보였

고 PI 염색에서도 낮은 형광을 보였다(Fig. 3B). 이 특

정한 부분의 분포는 미토콘드리아 막전압이 변화된 세

포들의 분포를 의미한다. 한편 반응 산소 물질과 미토

콘드리아 막전압의 관계 및 항산화제가 eugenol 유도 

미토콘드리아 막투과도에 영향을 미치는지 확인하기 

위하여 대표적인 항산화제인 NAC와 eugenol을 함께 

처리하여 미토콘드리아 막전압에 대한 eugenol의 효과

를 완전히 저해하였고 로다민 123 염색에서 높은 형광

이고 PI 염색에서 저형광인 부분이 계속 유지됨을 보

았다(Fig. 3D). 이것은 NAC로만 처리한 대조 세포군에

서의 분포에서는 효과가 없음을 보여주고 있다(Fig. 

3C). 로다민 123과 PI 염색에서 형광염색이 되지 않는 

세포의 백분율은 Fig. 3A, B, C, D에서 보인 대로 각각 

2.44%, 14.79%, 2.40%, 2.57%였다. 

    5. Eugenol의 반응 산소 물질(reactive oxygen spe- 

cies) 유도

  Fig. 4A와 4B에서 보이는 대로 HL-60 세포에서 DCF

에 반응한 반응 산소 물질은 보이지 않았다. 하지만 40

μM eugenol의 처리시 1시간 전후로 급격하게 반응 산

소 물질 생성이 증가하는 양상을 보였다. 그리고 eug-

enol에 의한 반응 산소 물질의 생성이 NAC에 의해 급

격하게 줄어듦을 확인하였다(Fig. 4A, B). 5mM의 NAC 

처리는 DNA 분절(Fig. 1B)을 효과적으로 저해하였고, 
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F ig . 3 . D eterm ination o f m itocho-
ndrial membrane potentials (△Ψm).
H L-60 cells w ere  treated  w ith  40
μM  eugenol in  the absence or 
presence o f 5m M  N AC fo r 1h 
and then △Ψm  w ere determ ined
using rhodam in 123 and P I by 
flow  cytom etry as described in  
M ateria ls and M ethods. D ata are  
representative  of three indepen- 
dent experim ents. (A ) contro l, (B )
40μM  eugenol for 2 h, (C ) 5m M  
NAC for 1h, (D) 5m M  NAC for 1h 
and then 40μM  eugeno l w as 
added fo r 2h. 

시토크롬 c 방출(Fig. 2B)과 미토콘드리아 막전압의 상

실(Fig. 3)을 억제하였다. 

    6. Eugenol 처리 후 HL-60 세포 내 GSH의 고갈

  세포 내 환원형 GSH의 양을 효소적 방법으로 측정

하였고 또한 PSH (protein thiol)양도 정량하였다. Fig. 

5는 eugenol 20, 40, 60μM 처리에 의해 15분부터 시간 

및 농도 의존적으로 세포 내 GSH가 급격히 감소하는 

현상이 관찰되었으며 GSH 외에 세포 내 중요한 산화 

환원 인자인 PSH를 측정한 결과, 시간 및 농도에 따라 

유의성 있는 감소가 관찰되었다(Fig. 5A, B). 따라서 

세포 내 thiols의 급격한 감소에 의한 반응 산소 물질의 

생성이 eugenol에 의한 세포자멸사에 있어 중요한 역

할을 함을 시사한다.

고      찰

  본 연구는 eugenol이 사람 전골수구백혈병 세포주인 

HL-60 세포에서 세포자멸사를 유도함을 관찰하였다. 

Eugenol의 이러한 세포자멸사의 유도는 DNA 분절 분

석과 아가로스젤 전기영동법에 의한 DNA 분절로 확

인하였다(Fig. 1).

  세포자멸사의 과정은 세포질로부터 미토콘드리아로 

bax 전위가 일어나 미토콘드리아로부터 시토크롬 c가 

방출이 일어나는 것으로 알려져 있다. 시토크롬 c는 미

토콘드리아에서 방출되어 procaspase-9, Apaf-1과 복합

체를 이루어 caspase-9를 활성화 시키고, 이것이 다시 

효과 caspase인 caspase-3을 활성화시킨다.21) 반대로 

bcl-2는 시토크롬 c의 방출을 막는다. 본 실험에서도 

이러한 결과와 부합되게 eugenol이 세포질에서 미토콘

드리아로의 bax 전위와 bcl-2 단백의 감소와 미토콘드

리아 막전압의 변화와 동반된 세포질 내로 시토크롬 

c의 방출이 일어나며, 이에 따른 caspase-9과 caspase-3

의 활성화를 보였다.

  항산화제인 N-acetylcystein (NAC)의 전처리는 eu-

genol 유도 시토크롬 c와 bax 의존 경로 세포자멸사를 

억제하였다(Fig. 2B). 이것은 HL-60 세포의 세포자멸

사가 반응 산소 물질 생성과 관련되어 eugenol에 의하

고 있음을 시사한다. 이와 함께 본 결과는 bax 전위에 

의한 미토콘드리아로부터 시토크롬 c 방출을 나타내

는 caspase-9과 caspase-3사이의 일련의 관련성이 있음

을 의미한다. 시토크롬 c의 방출은 미토콘드리아 투과
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F ig . 4 . Eugenol induces the gener-
ation of ROS. HL-60 cells were cul-
tured  in  the presence or absence 
of 5m M  N AC for 1h and then 40M
eugenol w as added and incuba-
ted  for 2h. D C F fluorescence w as 
detected by (A) flow cytom etry and
(B) fluorescent m icroscope (× 200) 
after 1h of eugenol treatm ent. Data 
are representative of three indepen-
dent experiments. (a) con trol (b) 40
μM  eugenol for 30m in (c) 40μM
eugenol for 1h (d) 5mM NAC for 1h
and then 40μM  eu genol w as ad-
ded for 30m in.

성 전이 개방으로부터의 결과인 미토콘드리아 막전압

의 저하와 관련 있음은 이미 보고되어 있다.22)

  반응 산소 물질과 같은 자극은 종종 미토콘드리아 

막전압의 상실을 일으키는 것으로 알려져 왔다. 특히 

미토콘드리아의 경우 그 전압을 상실하게 되면 내부에 

있던 시토크롬 c 등이 외부로 나오는데 이런 시토크롬 

c는 세포자멸사 유도에 중요한 유도 물질이다. 반응 산

소 물질은 세포자멸사를 유도하는 초기 신호임이 밝혀

지고 있다.23,24) Eugenol이 실제로 세포 내에서 반응 산

소 물질을 생성하는지를 살펴보기 위하여 2,7-dichlo-

rofluororescin (DCF)와 형광현미경을 이용하여 반응 

산소 물질을 측정하였다(Fig. 4). 이 경우 DCFH와 상

호 작용하는 반응 산소 물질은 superoxide radical보다 

hydrogen peroxide에 더 민감하다.25,26) 또한 NAC 전처

리된 HL-60 세포들은 eugenol에 의한 막전압의 소실과 

DNA 분절을 억제하였다. 이러한 결과들은 반응 산소 

물질이 eugenol에 의한 세포자멸사에 중요한 역할을 

하고 있음을 제시하고 있다. 

  세포자멸사를 제시하는 여러 기전 중에서 가장 주목

해야 할 것은 세포 내의 산화-환원 환경이다. 최근 산

화-환원 환경의 주요 요소인 세포 내 GSH가 여러 물질

에 의해 유도된 세포자멸사의 시작 전에 고갈된다는 것



72  Korean J Hematol Vol. 40, No. 2, June, 2005

F ig . 5 . E ffects o f eugeno l on the level o f in tracellu lar G SH  and prote in th io ls. Ce lls  w ere treated w ith  various concentrations
of eugenol for the indicated period and then the level of intracellular G SH (A) and protein thio ls (B) were determ ined. ●, contro l;
◆, 20μM ; ■, 40μM ; ▲, 60μM . D ata are presented  as m ean± S.D . o f resu lts  from  three independent experim ent.

이 밝혀졌다.
27-29)

 이러한 GSH가 어떤 외부 자극에 의하

여 증가 또는 감소될 경우 세포 내에서는 다양한 현상

이 발생하게 된다. 예를 들어 GSH가 짧은 순간에 감소

될 경우 세포 내에서 산화-환원 평형의 상실로 반응 산

소 물질 같은 물질들이 증가하게 되고 이들이 세포 내 

여러 경로를 통해 다양한 영향을 주게 된다. 더욱이 

GSH 고갈 세포는 세포자멸사 물질에 보다 민감하게 

반응한다.
30,31)

 본 결과들은 eugenol로 인한 세포 내 

thiols의 고갈(Fig. 5)이 산화-환원 환경의 불균형을 만

들고 그 결과 미토콘드리아 투과 전이성 증가, 세포질 

내로의 시토크롬 c 방출, caspase-9의 활성을 통한 

caspase-3의 활성과 DNA 분절을 야기하는 반응 산소 

물질이 생겨난다는 것을 시사한다. 

  사람 암 세포에서 세포자멸사를 유도하는 화합물이 

암세포의 세포자멸사를 일으켜 항암 효과를 유도할 수 

있는 항암제로서 또한 화학적 예방제로서의 잠재적 유

용성 때문에 많은 연구가 이루어지고 있다.
32)
 본 실험

에서 우리는 eugenol이 사람의 급성전골수백혈병 세포

주 HL-60의 세포자멸사를 유도함을 관찰하였다. 향후 

eugenol이 단독 혹은 다른 항암제와 병합하여 항암 화

학요법제로써 사용이 가능할지를 연구할 필요가 있을 

것으로 생각한다.

요      약

  배경: Eugenol은 정향나무(Eugenia caryophyllata)로

부터 분리된 정유의 주요 성분이며 주로 치과용 국소 

마취, 진통제로 전통적으로 사용된다. 본 연구는 전골수

구백혈병 세포주(human promyelocytic leukemia cells, 

HL-60)에서의 eugenol의 세포 독성 효과, apoptosis의 

유도와 apoptosis에 관련되는 경로를 조사하였다. 

  방법: HL-60 세포에 eugenol을 처리하여 propididum 

과 rhodamin 123 이중염색과 2',7'-dicholorofluore scin-

diacetate를 이용하여 반응 산소 물질(reactive oxygen 

species, ROS)과 미토콘드리아 막전압(mitocho drial-

membrane potential, △Ψm)을 평가하였다. 

  결과: Eugenol은 apoptosis의 강력한 유도물질이고 반

응 산소 물질의 생성을 통해 apoptosis 신호를 전달시켜 

미토콘드리아 투과성 전이(mitochondrial permea bility 

transition, MPT)와 세포질 내로의 cytochrome c의 방출

을 유도하였다. 반응 산소 물질의 생성, 미토콘드리아

의 변화, 그에 따른 eugenol로 처리한 세포에서의 apop-

totic cell death는 항산화제인 N-acetylcystein (NAC)에 

의해서 차단되었다.

  결론: 저자들은 본 연구에서 eugenol이 미토콘드리아 

투과성 전이를 매개로 한 반응 산소 물질과 cyto-

chrome c 방출을 유도함을 확인하였다.
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